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ПОДБОР ОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ 
ПРОВЕДЕНИЯ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ СИНТЕЗА ДНК 
ПРИ ИДЕНТИФИКАЦИИ МУТАЦИЙ В 12-м ЭКЗОНЕ 
ГЕНА ФЕНИЛАЛАНИНГИДРОКСИЛАЗЫ ЧЕЛОВЕКА 
Описаны условия проведения реакции амплификации ДНК для определения мутаций 
в 12-м экзоне гена фенилаланингидроксилазы (ФАГид). Указано на необходимость 
оптимизации условий реакции. Подчеркивается последовательность составления реак-
ционной смеси, при этом праймеры, фермент и трифосфаты следует добавлять после 
денатурации ДНК. ДНК можно выделять не только из цельной крови больных фенил-
кетонурией (ФКУ), но и из сухих пятен крови на фильтровальной бумаге. В результа-
те амплификации образуется фрагмент гена ФАГид длиной 245 пар оснований (п. о.), 
несущий мутации. Последующая дот-гибридизация с мутантними мечеными зондами 
позволяет определить гетерозиготное носительство у здоровых членов семей. 
Введение. В настоящее время в изучении молекулярных основ генетики 
человека происходят значительные изменения. Во многом это связано 
с созданием метода специфической амплификации Д Н К (полимераз-
ная цепная реакция) [1], позволяющего диагностировать ряд наслед-
ственных заболеваний человека за один день. Использование двух син-
тетических олигонуклеотидных праймеров, комплементарных последо-
вательностям, фланкирующим специфический сайт мутации, дает воз-
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можность амплифицировать интересующий участок гена. Размер ам-
плифицируемого фрагмента определяется расстоянием между прайме-
рами, гибридизованными с Д Н К . Мутантные аллели идентифицируют-
ся с использованием специфических мутантных олигонуклеотидов (зон-
дов) по методу дот-гибридизации. 
Полимеразная цепная реакция, имеющая ряд преимуществ по 
сравнению с традиционными методами молекулярной диагностики (на-
пример, блот-гибридизацией), успешно применяется для в ы я в л е н и я МО-
Рис. 1. С х е м а т и ч е с к о е п о л о ж е н и е а м п л и ф и ц и р у е м о г о участка Д Н К (245 п. о.) , содер-
ж а щ е г о экзон 12 и ф л а н к и р у ю щ и е интронные последовательности гена Ф А Г и д [5] : 
а — н о р м а л ь н а я последовательность ; о — м у т а ц и я 1; в — мугацил 2 
F ig . 1. S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n of the 245 bp D N A - f r a g m e n t c o n t a i n i n g exon 12 a n d 
f l a n k i n g i n t r o n e sequences of the Р А Н g e n e [5] : a — n o r m a l sequence; б — m u t a t i o n 1: 
в — m u t a t i o n 2 
Рис . 2. Г е л ь - э л е к т р о ф о р е з а м п л и ф и ц и р о в а н н о г о о б р а з ц а : а — маркер (см. т екст ) ; б — 
ф р а г м е н т Д Н К больного Ф К У длиной 245 п. о. 
F ig . 2. Ge l - e l ec t rophores i s of a m p l i f i c a t i o n s amp le : a — m a r k e r (see t e x t ) ; б — 245 hp 
f r a g m e n t of D N A of P K U - p a t i e n t 
ногенных наследственных заболеваний человека — гемофилии, талас-
семии, муковисцидоза и др. [2, 3]. Нами на базе лаборатории молеку-
лярной генетики Ленинград, ин-та ядер, физики (ЛИЯФ) AiI СССР 
осуществлена работа по подбору оптимальных условий проведения ре-
акции амплификации Д Н К для диагностики ФКУ. 
Классическая ФКУ — это аутосомно-рецессивпое заболевание, вы-
зываемое дефектом гена ФАГид. Ген человеческой ФАГид имеет ко-
дирующую часть размером 2448 п. о., 19 пар поли (А) па Законне [4]. 
Первый метиониновый кодон находится в 223-м нуклеотидном положе-
нии. Ген содержит 13 экзонов, присутствует в одной копии и локализо-
ван в q22- q24-области 12-й хромосомы. С гена ФАГид счптывается 
белок (451 аминокислота) молекулярной массой 51 900. 
В настоящее время исследования проводятся в области 12-го экзо-
на гена ФАГид. Найден ряд мутаций в этой области [5]. Одна из 
них — специфическая точечная мутация, транзиция С на T в экзоне 12, 
ведущая к замене аргинина на триптофан в 408-м положении белка. 
Другая — единичная замена G на А на 5'-сплайсинговом сайте нитро-
на 12. Учитывая эти данные, для реакции амплификации выбран фраг-
мент размером 245 п. о., включающий экзон 12 гена ФАГид и фланки-
рующие интроны (рис. 1). 
Материалы и методы. Геномную Д Н К и з о л и р о в а л и из цельной крови больных и 
членов их , семей по м е т о д у [6] . Д л я реакции использовали 1 мкг Д Н К . П о с л е д о в а -
тельности: п р а й м е р А — 5 ' - A T G C C A C T G A G A A C T C T C T - 3 ' ; праймер Б — 5 ' - A G T C T T C -
G A T T A C T G A G A A A - 3 ' . 
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Д л я проведения реакции использовали Д Н К - п о л и м е р а з у , выделенную из Tlicrmus 
thermophilus в л а б о р а т о р и и м о л е к у л я р н о й генетики Л И Я Ф А Н С С С Р . О в о з м о ж н о с т и 
применения такого фермента вместо традиционной Д Н К - п о л и м е р а з ы из Т. ac/uaticus 
у к а з а н о в р а б о т е [7 ] . А м п л и ф и к а ц и ю проводили в 100 (50) мкл реакционной смеси, 
с о д е р ж а щ е й 67 м м о л ь / л трис-HCl , р Н 8,8, 6,7 м м о л ь / л M g C l 2 , 10 ммоль /л β - м е р к а п т о -
этанола , 16,6 м м о л ь / л ( N H 4 ) 2 S O 4 , 6,4 м к м о л ь / л Э Д Т А , 170 мкг /л бычьего сывороточ-
ного альбумина , 1,5 ммоль /л А Т Р , 1,5 м м о л ь / л G T P , 1,5 ммоль /л С Т Р , 1,5 ммоль /л 
Т Т Р , 1 м к м о л ь / л праймера А и 1 м к м о л ь / л праймера Б. 
Д Н К д е н а т у р и р о в а л и 7 мин при 97 °С, з а т е м о б р а з ц ы и н к у б и р о в а л и 2 мин при 
к о м н а т н о й т е м п е р а т у р е . Д о б а в л я л и 2 ед. активности Д Н К - п о л и м е р а з ы и в ы п о л н я л и 
30 циклов реакции амплификации . К а ж д ы й цикл в к л ю ч а л с л е д у ю щ и е стадии: 1) по-
л и м е р и з а ц и я Д Н К — 7 0 °С, 3 мин; 2) д е н а т у р а ц и я Д Н К — 94 °С, 1 мин; 3) о т ж и г 
п р а й м е р о в — 55 °С, 1 мин. Р е з у л ь т а т ы а м п л и ф и к а ц и и исследовали в б %-ном полиак-
р и л а м и д н о м геле [81. 
Результаты и обсуждение. На рис. 2 представлен результат 30 цик-
лов реакции амплификации Д Н К . Четко виден фрагмент, который по 
подвижности соответствует фрагменту 245 п. о. маркера (фаг λ, рас-
щепленный рестриктазой P s t I ) , 
Следует отметить, что сама методика полимеразной цепной реак-
ции имеет ряд особенностей. Прежде всего, на ход реакции оказывает 
влияние качество геномной Д Н К . Так как для реакции достаточно 1 нг 
Д Н К , ее выделяли из минимального объема цельной крови (1 мл) и в 
среднем получали до 450 мкг Д Н К . При этом по методу [6] использу-
ется ЭДТА в концентрации 25 ммоль/л. Мы обнаружили, что при по-
следующей экстракции и осаждении Д Н К этанолом в чистом препара-
те остаются следы ЭДТА (в виде белых хлопьев), которые ингибируют 
реакцию амплификации. Поэтому предпочтительнее пользоваться 
ЭДТА в концентрации 1 ммоль/л. 
Очень часто у больных детей затруднительно получить образцы 
цельной крови. В таких случаях мы собирали сухие пятна крови на 
фильтровальной бумаге, диаметр пятна 1 см. Д Н К выделяли по методу 
[9]. Из четырех пятен получали до 10 мкг Д Н К , что вполне достаточ-
но для реакции амплификации. 
Важным моментом является последовательность составления амп-
лификационной смеси. Так, при добавлении праймеров и ДНК-поли-
меразы до денатурации Д Н К результаты часто оказывались отрица-
тельными. В ряде случаев наблюдали неспецифическую амплификацию, 
т. е. образование фрагментов Д Н К разной длины. Поэтому все ком-· 
поиенты реакции, способные разрушиться при денатурации Д Н К , сле-
дует вносить в реакционную смесь после денатурации. 
Следует подчеркнуть, что важным для проведения реакции явля-
ется оптимальный температурный режим. В наших опытах при пони-
жении температуры отжига праймеров до 52—53 °С реакция ингибиро-
валась. Праймеры не включались в последующие циклы полимериза-
ции. Саму полимеризацию лучше проводить при 68—69 °С, при таких 
условиях нарабатывается наибольшее количество нужного фрагмента. 
Таким образом, подобрав соответствующие условия для проведе-
ния цепной реакции синтеза Д Н К , можно получить определенный учас-
ток гена ФАГид, несущий мутации. Следующим этапом исследований 
является дот-гибридизация амплифицированных образцов с мутантны-
Mii зондами, меченными 3zP, для идентификации мутаций и определе-
ния гетерозиготного посительства. 
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S u m m a r y 
The c o n d i t i o n s of the a m p l i f i c a t i o n p r o c e d u r e for r eg ion of g e n e of h u m a n p h e n y l a l a n i n e 
h y d r o x y l a s e wi th some P I \ U m u t a t i o n s were e l a b o r a t e d . G e n o m i c D N A of P I \ U - p a t i c n t s 
w a s i so la ted f r o m w h o l e blood and f r o m dry blood s p o t s on f i l te r pape r . The c o n c e n t r a -
tion of EDTA must be low to prevent inhibition of the reaction, It is necessary to per-
f o r m d o t - h y b r i d i z a t i o n of a m p l i f i c a t i o n a l s a m p l e with m u t a n t D N A - p r o b e s fo r ident i -
f i ca t ion of m u t a t i o n s and rapid ca r r i e r t e s t i n g . 
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ИЗУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ 
В ЭКСТРАКТАХ КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ 
Описана бесклеточная система, в которой используются экстракты ядер миелобластов 
человека, клеток HeEa и семенников крыс для инициации рекомбинации между гомо-
логичными плазмидами, несущими различные мутантные аллели Тс-гена. Инкубация 
этих плазмид с ядерными экстрактами увеличивала частоту Tсг-рекомбинантов с 
2,6-IO-5 до 2,7 -IO3. Реакция требует ионов Mfy2+ и не зависит от присутствия ATP 
и dNTP. 
Кроме того, использовав чувствительный метод определения реакции переноса 
нити, мы частично очистили ATP-независимую рекомбиназную активность из ядерных 
экстрактов семенников крыс. Реакция требует гомологии между ДНК-субстратами и 
присутствия ионов Aig2 + . 
Введение. Благодаря внедрению методов генетической инженерии в 
современную генетику стал возможным новый этап в развитии моле-
кулярной биологии эукариот, включая человека. Клонирование генети-
ческого детерминанта, анализ его первичной структуры, нахождение 
повреждений, приводящих к тяжелым наследственным заболеваниям, 
становятся рутинными приемами медицинской генетики [1]. Совре-
менная медицина требует комплексных знаний молекулярной биологии 
в норме и патологии. Эта новая отрасль науки выдвинула в ряд акту-
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